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略語表 

略語       正式名称 

ABC                ATP-binding cassette    

ACE       angiotensin converting enzyme 

APS    ammonium persulfate 

ATP               adenosine 5’-triphosphate 

BSA                bovine serum albumin 

CBB           coomassie brilliant blue 

CCCP                  carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone 

CHO     chinese hamster ovary 

DDM               n-dodecyl-β-D-maltopyranoside 

DDS                   drug delivery system 

DEPC        diethyl pyrocarbonate 

E.coli                  Escherichia coli 

EDTA                  ethylenediaminetetraacetic acid  

F-12 HAM              nutrient mixture F-12 HAM 

FBS                    fetal bovine serum 

Gly-Sar                glycylsarcosine 

G2P                   glycerol-2-phosphate disodium salt n-hydrate 

HEPES               N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid 

HRP          horseradish peroxidase 

HOMOPIPES          homopiperazine-N, N’-bis-2-(ethanesulfonic acid) 

hPEPT1         human oligopeptide transporter 1 
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略語            正式名称 

ITC                  isothermal titration calorimetry 

MES               2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 

MOE        molecular operating environment 

NHE3               Na+/H+ exchanger 3 

PBS  phosphate buffered saline 

POT       proton-dependent oligopeptide transporter  

SDS                 sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE        sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

SLC          solute carrier 

TEMED       N,N,N’,N’-tetramethylethylene diamine 

Tris                 tris-(hydroxymethyl)aminomethane 

Val-OMe              L-valine methyl ester 

WPC                whole-cell patch clamp 
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第 1 章 序論
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1.１はじめに 

我々は、様々な栄養物質を体内に吸収することにより生命を維持している。糖類、アミノ

酸やペプチド、ビタミンなど生体にとって重要な栄養物質の多くは水溶性であるため、それ

自身では生体膜を透過することができない。生体はこのような水溶性低分子物質を輸送担

体（トランスポーター）と呼ばれる膜内在性タンパク質を利用して細胞内に取込んでいる。 

輸送担体は基質を輸送する際に利用する駆動力の違いによって大きく 2 種類に分類され

る。1 つは、ATP の加水分解により生じるエネルギーを直接利用する一次性能動輸送担体で

あり、ATP-binding cassette（ABC）輸送担体と呼ばれる。もう 1 つは、ATPの加水分解によ

り生じるエネルギーを利用しない輸送担体であり、solute carrier（SLC）輸送担体と呼ばれる。

SLC 輸送担体の輸送形式は 2 つ存在し、膜内外の基質の化学ポテンシャル勾配を利用する

促進拡散と、一次性能動輸送担体により形成された Na+、K+、H+、Cl-などの電気化学ポテン

シャル勾配を利用して共輸送・対向輸送を行う二次性能動輸送がある。現在、ヒト ABC 輸

送担体は 7ファミリー（ABCA～ABCG）から成り立つ 51 分子、ヒト SLC 輸送担体は 66フ

ァミリー（SLC1～SLC66）から成り立つ 433 分子がそれぞれ HUGO Gene Nomenclature 

Committee (http://www.genenames.org/) において報告されている。なお、SLC ファミリーに関

して、SLC21（SLCO へ変更）など、現在では名称が変更されているものもある。 

輸送担体は、小腸、肝臓、腎臓、血液脳関門、血液脳脊髄関門など広範な組織に発現して

いる。小腸には、栄養物質の吸収に関与する輸送担体が多数存在する。小腸管腔内の表面は

粘液質のムコ多糖からなる非攪拌水層で覆われており 1, 2、そこには弱酸性の微小環境が存

在する 2。この特殊な酸性領域の形成には Na+/H＋交換輸送担体 NHE3（SLC9A3）が寄与し

ていることが明らかとなっている 3, 4。小腸管腔側にはプロトンの電気化学ポテンシャル勾

配を利用して様々な栄養物質の取り込みを担う輸送担体が存在し、これらの輸送担体は大

きなプロトン駆動性ファミリーを構築している 5, 6, 7-11。 
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栄養物質のプロトン依存性輸送機構は、バクテリアから動物細胞に至るまで広く存在し、

進化の過程で保存されている重要な輸送機構の 1つである 12。その中でも、オリゴペプチド

輸送担体（POTs）はタンパク質の消化によって生じるジペプチド、トリペプチドをプロトン

の内向き電気化学ポテンシャルを駆動力として細胞内へ濃縮的に輸送し、生体内の窒素源

維持に寄与することが知られている 12。POTs はほとんど全てのジペプチド・トリペプチド

を基質として認識し、輸送する 12。アミノ酸を 20 種とすればジペプチドで 400 種、トリペ

プチドでは 8,000 種も存在するものを基質とすることから 12-14、その基質特異性は低いこと

がわかる。小腸や腎臓、胆管の上皮細胞刷子縁膜に局在するヒトオリゴペプチド輸送担体

hPEPT1（SLC15A1）15, 16は、本来の基質に加え、多数の薬物を輸送することが明らかになっ

ており、ペプチド類似構造を持つ β-ラクタム系抗生物質 17-21、ACE 阻害剤などの一部 22, 23

や、抗癌剤ベスタチン 24のような薬物をも基質とすることが報告されている（図 1.1.1）。 

栄養物質や内因性物質を選択的に取込む能動輸送系を利用し、薬物の吸収率を向上させ

ようとするドラッグデリバリーシステム（DDS）が、その有効性、安全性の面から注目され

ている。このシステムの原理は、薬物を栄養物質に結合させることで、その栄養物質ととも

に能動輸送系によって吸収させるというものである。その事例として、抗ヘルペスウィルス

薬であるバラシクロビルや抗サイトメガロウイルス薬であるバルガンシクロビルの開発が

挙げられる。これらは、それぞれアシクロビル、ガンシクロビルにアミノ酸 L-valineをエス

テル結合させることによってできたプロドラッグである（図 1.1.1）。両者ともペプチド結合

を持たないアミノ酸様化合物であるが、hPEPT1 に認識されて運ばれることにより消化管吸

収率が改善された 25, 26。このように hPEPT1は栄養物質と薬物の結合体を基質として認識で

きる寛容さを有することから DDS への応用が期待されている。これまで hPEPT1 の分子生

物学的にあるいは速度論的に様々な解析が行われてきた。しかしながら hPEPT1 に輸送され

る基質は、電荷・官能基・疎水性・分子の大きさなどといった特性が多岐に渡り、その基質

認識機構についての結論はまだ出ていない 27-31。また、hPEPT1の基質輸送機構については、
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輸送される基質とプロトンの化学量論比や、基質の持つ電荷が輸送に与える影響など

hPEPT1による基質輸送においてプロトンが果たす役割について精力的に解析が行われてい

るが 11, 32-36、これらと構造変化との関係については不明な点が多い。したがって hPEPT1 を

標的としたプロドラッグを用いる DDS の開発にはさらなる研究が必要である。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

図 1.1.1 hPEPT1 の基質となる医薬品の構造式 
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1.2 研究目的 

1.1 で述べたように hPEPT1 は栄養吸収だけでなく薬物吸収においても重要なトランス 

ポーターであるが、その基質認識・輸送機構について解明されていない部分も多い。 

POTs は、構造的に二次性能動輸送担体の中でも最大級のファミリーである major facilitator 

superfamily（MFS）に属する 37。MFS 輸送担体は N 末側の膜貫通ヘリックス 6 本で構成さ

れる N末ヘリックスバンドルと C 末側の膜貫通ヘリックス 6本で構成される C 末ヘリック

スバンドルが細胞膜内に V 字形に配置された 12 回膜貫通ドメインを持つ 38。POTs は MFS

輸送担体と同様の 12 回膜貫通ドメインを基本構造とし 38、バクテリア由来の POTs は N 末

ヘリックスバンドルと C 末ヘリックスバンドルの間にさらにもう 2 本の膜貫通ヘリックス

を有する 39。基質結合部位は N 末ヘリックスバンドルと C 末ヘリックスバンドルの間に存

在し、基質は細胞膜の片側からしか基質結合部位へアクセスできないようになっている。こ

れは alternating-access mechanism といって、MFS 輸送担体はその基質認識部位を細胞膜の外

側に向けた状態（outward open）と内側向けた状態(inward open)を交互に行き来させること

により基質輸送を行っている 38, 40。 

POTs の輸送機構も他の MFS 輸送担体と同じく alternating-access mechanism が考えられて

おり 41、その輸送サイクルは（1）基質認識→（2）基質の分子内移動→（3）基質の放出→

（4）基質輸送を伴わない輸送体の再配向の 4 つの過程からなる(図 1.2.1)。当研究室のこれ

までの研究より、hPEPT1 の輸送サイクルがさらに詳細に明らかになってきた。細胞外 pH

の変化に伴う hPEPT1 を介した Gly-Sar uptake は pH 5.5 を最大値とするベル型の pH profile

を示し、酸性領域ではプロトン駆動力の増大に反して uptake rateが減少した 42。このことよ

り、輸送活性を制御する別の調節因子の存在が示唆された。駆動力の影響を排除するため、

nigericin/monensin を同時添加してプロトン濃度勾配を消去した条件下にて同様の検討をお

こなったところ、ベル型とは全く異なる pH profile が示された 42。この時の uptake rate と細

胞外 pH の関係は Henderson-Hasselbälch の式でよくフィッティングされ、pKa は 6.7 と算出
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された 42。このことから hPEPT1 を介した基質 uptake は駆動力に加えて、pH 6.7 付近に pKa

を持つあるアミノ酸残基のプロトン化状態によって制御されることが考えられた。算出さ

れた pKaの値からこのアミノ酸残基はヒスチジンであることが推察され、hPEPT1 にはある

1 つのヒスチジン残基側鎖の解離状態の変化によって決まる 2 つの状態が存在することが

考えられた。この 2 つの状態とは、輸送サイクルが進行して基質輸送が起こる状態（active 

form）と輸送サイクルから逸脱して基質輸送の停止した状態（inactive form）であり、hPEPT1

による細胞外 pH依存的な基質輸送がある 1つのヒスチジン残基側鎖の解離状態の変化によ

るものであることが推察された（図 1.2.2）42。Diethyl pyrocarbonate （DEPC）を用いた hPEPT1

の有するヒスチジン残基の化学修飾により輸送制御に関与するヒスチジン残基は基質認識

部位の近傍に位置することが示唆され 42、このヒスチジン残基のプロトン化による輸送サイ

クルからの逸脱、即ち不活性化により pH 依存性を引き起こしている機構が考えられるが推

測の域を脱しない。また、このヒスチジン残基は基質認識部位の近傍に位置しているのにも

関わらず、基質認識には関与していないことも示唆されている 42。hPEPT1 の基質認識性に

ついては多彩な基質の認識機構を有していることは明らかになっているがこの物理化学的

な因子に関しては不明な点が数多く残されている。物理化学的測定には大量の試料が必要

なことと、分子レベルでの基質認識機構解明には結晶構造が必須であるため、hPEPT1 を用

いた物理化学的因子の解明が極めて難しい領域となっている。 

そこで、本研究において、この基質輸送サイクルに重要な因子、pH 依存的輸送活性調節

因子と基質認識おける重要な物理化学的因子について検討をおこなった。第一に、動物細胞

hPEPT1 発現系を用いた基質 efflux 輸送測定から、その輸送活性調節機構について明らかに

した。続いて、hPEPT1 が属する pH 依存性オリゴペプチド輸送担体ファミリーにおいて、

hPEPT1 と類似点の高く 43、結晶構造が明らかとなっている 44大腸菌由来のオリゴペプチド

輸送担体である YdgR（DtpA）をモデル輸送担体として用い、等温滴定型熱量測定 (ITC) と

コンピューターシミュレーションにより基質認識に関わる物理化学的因子を明らかにした。 
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図 1.2.1 POTsの基質輸送サイクル 

オリゴペプチド輸送担体は細胞内への輸送である uptake（1→4）と細胞外への輸送である

efflux（1’→4’）の双方向の輸送が可能であり、その輸送サイクルは（1）基質認識→（2）基

質の分子内移動→（3）基質の放出→（4）基質輸送を伴わない輸送体の再配向の 4つの過程

からなる。 

 

 

 

 

 

 

 



12 

 

 

 

 

図 1.2.2 hPEPT1が細胞外 pH依存性を示すメカニズム 

hPEPT1 の細胞外側の基質認識部位近傍にあるヒスチジン残基（DEPC sensitive residue）が

pH sensorとしてはたらき、その解離状態が細胞外 pH に依存して変化することで、基質輸送

可能な active form と輸送停止状態の inactive formをとる。 
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第２章 実験材料および方法
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2.1 CHO/hPEPT1 を用いた pH依存性輸送活性調節機構の解明 45 

2.1.1 使用薬物・試薬 

F-12 HAM             Sigma-Aldrich  

Cephalexin         Sigma-Aldrich 

Cephradine           Sigma-Aldrich 

Val-OMe            Sigma-Aldrich 

Gly-Sar              Sigma-Aldrich 

DEPC        Sigma-Aldrich 

Fetal bovine serum       Gibco BRL Life Technology 

Trypsin                Gibco BRL Life Technology 

Penicillin-Streptomycin Solution (×100)   富士フイルム和光純薬株式会社 

blastcidin S            Kaken Pharmaceutical Co. Ltd  

Nigericin            富士フイルム和光純薬株式会社 

Monensin        富士フイルム和光純薬株式会社 

CCCP         富士フイルム和光純薬株式会社 

HEPES        同仁化学研究所 

MES         同仁化学研究所 

HOMOPIPES      Research Organics, Inc.  

[3H]-Gly-Sar         Moravek Biochemical, Inc.   

ACSⅡ scintillation counting cocktail    Amersham/Pharmacia 

その他は全て富士フイルム和光純薬株式会社から購入した特級試薬を用いた。また、ペプチ

ド化合物について、特に表記のないものは L 体である。 

 

2.1.2 実験材料 

CHO/hPEPT1         当教室で樹立したもの 42。  
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2.1.3 Buffer組成 

Uptake buffer 

    NaCl  140 mM   

 KCl  3 mM 

 CaCl2    1 mM 

 MgCl2 1 mM 

 D-Glucose 10 mM 

 HEPES/NaOH 5 mM 

pH 6.5 から pH 8.0 で使用。pH 5.0 から pH 6.5 では HEPES/NaOH の代わりに

MES/NaOH、pH 3.5 から pH 5.0 では HEPES/NaOH の代わりに HOMOPIPES/NaOH を

用いた。 

 

2.1.4 細胞の培養 

hPEPT1 安定大量発現 CHO 細胞（CHO/hPEPT1）は、37℃、5％ CO2 存在下、75 cm2 培

養フラスコ内で培養した。培地には 10％ FBS、抗生物質（100 units/mL  penicillin、100 µg/mL 

streptomycin、10 µg/mL blastcidin S）を含む F-12 HAMを用いた。2 日毎に培地交換を行い、

80％ コンフルエントに達した状態で 0.02% EDTA、0.05% trypsin 処理により継代した。6 well 

plate に 2×105 cells/well の密度で播種後、3 日経過したものを efflux測定に使用した。 

 

2.1.5 培養細胞における基質の effluxの測定 

培地を除去後、洗浄用緩衝液（uptake buffer、pH 7.4）で洗浄し、同緩衝液（2 mL/well）で

37℃、5 minプレインキュベートした。緩衝液を除去後、1 µCi/mL [3H]-Gly-Sar、10 µM Gly-

Sar を含む uptake 用緩衝液（uptake buffer、pH 6.0）を各 well に 0.5 mL ずつ加え 37℃で 5 min

インキュベートし、細胞内に Gly-Sarを取り込ませた。その後、緩衝液を除去して、氷冷し

た洗浄用緩衝液で 2回洗浄した。続いて、efflux 用緩衝液（uptake buffer）を各 well に 1 mL

加えて 37℃でインキュベートし、efflux を開始させた。Trans-stimulation 実験には、5 mM

の各試薬を含む efflux用緩衝液を加えて、effluxを開始させた。各 well から一定時間ごとに
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50 µL ずつ緩衝液をバイアルに採り、各時間のサンプルとした。最後のサンプリングが終わ

ったところで、残った緩衝液は除去し、氷冷した洗浄用緩衝液で洗浄した。細胞は細胞溶解

液 1 M NaOH を 1 mL 加えて可溶化し、1 M HClを 1 mL 加えて中和させたものを、細胞内

残存量を測定するサンプルとした。各サンプルをバイアルに移し、ACSⅡscintillation counting 

cocktail を適量加え、液体シンチレーションカウンター（LSC 2500、Packard）で[3H]-

radioactivity を測定した。各時間の細胞内残存量は時間 0における緩衝液中および細胞内に

残存する[3H]-Gly-Sarの量の合計を総量とし、規格化して算出した。 

 

2.1.6 蛋白定量 

蛋白定量は Bio-Rad protein assay kit（Bio-Rad Laboratories）を用いて行った。操作は付属

のプロトコルに従い、分光光度計で波長 595 nm における吸光度を測定した。 

 

2.1.7 数値解析 

A) pKaの算出 

10 µM nigericin/monensin あるいは 40 µM CCCP 非存在下・存在下における hPEPT1 による

Gly-Sar efflux rate の細胞外 pH 依存性の測定データを、以下に示す Henderson-Hasselbälch 型

の式にフィッティングすることであるアミノ酸残基側鎖の pKaを算出した。 

k＝
𝒌𝒎𝒂𝒙,𝒆𝒇𝒇

𝟏+𝟏𝟎𝒑𝑲𝒂−𝒑𝑯
      式 1 

k：the initial rate of Gly-Sar transport      kmax,eff : the maximum transport rate value 

pH : the medium pH                    pKa : the association of the proton 

 

B) 有意差検定 

全て実験は少なくとも 3回実施し、測定結果は平均値±標準偏差（mean±S.E.）で示し 

た。また、有意差検定は Dunnett’s multiple comparison test により行った。有意差の判定は、

p < 0.05の場合にありとした。 
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2.2 YdgR タンパク質の基質認識機構の熱力学的解明 

 

2.2.1 使用薬物・試薬 

BactoTM Agar         Becton, Dickinson and Company 

BactoTM Tryptone      Becton, Dickinson and Company 

BactoTM Yeast Extract    Becton, Dickinson and Company  

Overnight ExpressTM LB medium  Sigma-Aldrich 

Cefadroxil   Sigma-Aldrich 

HEPES       同仁化学研究所 

EDTA     同仁化学研究所 

Ampicillin    富士フイルム和光純薬株式会社 

DTT  富士フイルム和光純薬株式会社    

Tris  富士フイルム和光純薬株式会社      

NaN3    富士フイルム和光純薬株式会社    

G2P  富士フイルム和光純薬株式会社  

Histidine  富士フイルム和光純薬株式会社  

Valacyclovir   富士フイルム和光純薬株式会社 

DDM  Anatrace 

Val-Ala         国産化学株式会社 

Val-Ser     国産化学株式会社 

Val-Phe   国産化学株式会社 

Val-Tyr  国産化学株式会社 

Val-Val      国産化学株式会社 

Ala-Val  国産化学株式会社 

Ser-Val  国産化学株式会社 

Phe-Val  国産化学株式会社 



18 

 

Tyr-Val  国産化学株式会社 

Ala-Leu  国産化学株式会社 

Gly-Sar  国産化学株式会社 

その他は全て富士フイルム和光純薬株式会社から購入した特級試薬を用いた。また、ペプ

チド化合物について、特に表記のないものは L 体である。 

 

2.2.2 実験材料 

BL21(DE3)         Invitrogen 

pET/YdgRHis プラスミド   当研究室で樹立したもの。 

マウス抗６×His-tag 抗体（HRP 標識）  Sigma-Aldrich 

ヤギ抗ラビット IgG 抗体（HRP 標識） Sigma-Aldrich 

プレシジョン Plus プロテイン TM 未着色スタンダード  Bio-Rad 

MagicMarkTM XP Western Protein Standard      Thermo Fisher Scientific 

 

2.2.3 Buffer組成 

Lysis buffer 

  HEPES/Tris                             10 mM 

 EDTA                0.5 mM 

 DTT                  1 mM 

 pH 7.4 に調製して使用した。 

 

Solbilized buffer 

 Tris                20 mM    

 NaCl                 300 mM        

 Glycerol                          10% 

  NaN3                                         0.01% 

  HCl で pH 8.0 に調製して使用した。 
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His trap wash buffer 

  Tris                 20 mM 

  NaCl                     300 mM 

  Glycerol                                    10 % 

  NaN3                                         0.01% 

  Histidine                                   2 mM 

  DDM                          0.04% 

  HClで pH 8.0 に調製して使用した。 

 

His trap elute buffer 

  Tris                              20 mM 

   NaCl                                       300 mM 

  Glycerol                                       10% 

  NaN3                                        0.01 % 

  Histidine                                   200 mM 

  DDM            0.04% 

 HClで pH 8.0 に調製して使用した。 

 

G2P buffer 

 Glycerol-2-Phosphate Disodium Salt n-Hydrate    10 mM   

 DDM                    0.04% 

 HClで pH 6.0 に調製して使用した。 

 

2×SDS sample bufffer 

 Tris-HCl pH 6.8                100 mM   

  SDS                               4% 

   2-Mercaptoethanol                   10% 

  Glycerol                            20% 

  Bromophenol blue               0.004%  
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PBS-T (PBS-Tween 20) 

 Tween 20                            0.05% 

  PBS（カルシウム・マグネシウム不含）に Tween 20 を上記の濃度となるように加え 

 て使用した 

 

CBB 染色液 

   CBB-R250              0.25% 

  Methanol              46.6% 

酢酸                                10% 

 

脱染色液 

   Methanol              45% 

   酢酸                 10% 

 

2.2.4 YdgR タンパク質の精製 43 

E.coli BL21(DE3)細胞に pET/YdgRHis プラスミドを導入し、75 μg / mL ampicillin を含む LB

培地（Bacto Tryptone 10 g、Bacto Yeast Extract 5 g、NaCl 10 g/L）5mL を用い、37 ℃で A600＝

0.5～1程度となるまで震盪培養した。BL21(DE3)培養液を 75 μg / mL ampicillin、1 % glycerol

を含む Overnight Express培地（Overnight ExpressTM LB medium 45 g/L）で 1000 倍希釈し、

37℃で一晩震盪培養した。遠心分離（2,500×g、5 min、4℃）により集菌し、lysis bufferで

washした。4 L 培養液の細胞ペレットを 160 mL の lysis bufferで再懸濁後、氷上での超音波

処理により細胞破砕を行った。超音波処理には BRANSON SONIFIER （Branson Ultrasonics 

Corp）を用い、output control 5、duty cycle 50%で 1 分間破砕した後、氷上で 5 分間静置とい

う一連の操作をサンプルの粘性が十分に下がるまで繰り返し行った。遠心分離（4,500×g、8 

min、4℃）によって未破砕菌を除去した後、上清を高速超遠心分離（105,100 ×g、1 h、4℃）

により膜を沈殿させた。YdgR 膜を 1.2% DDM を含む solbilized buffer 中で穏やかに攪拌する

ことにより（60 min、4℃）、可溶化した。高速遠心分離（4℃、34,000 rpm、1 hr）により不
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溶性画分を除去した後、上清を His TrapTM HP 5 mL (Cytiva) にアプライし、20 mL 以上の His 

trap wash bufferで平衡化を行った。50 mL の His trap wash buffer で wash した後、His trap elute 

buffer で溶出した。溶出タンパク質は、ÄKTAprime plus (Cytiva) によって分画し、UV モニ

ターで 280 nm の吸光度を測定した。精製した YdgR タンパク質について、Western blotting

により YdgR の発現、SDS-PAGE CBB 染色のバンド強度により精製純度をそれぞれ検証し

た（方法は後述 2.2.5 の通り）。カラム溶出液からの希釈タンパク質を遠心式限外ろ過フィル

ター (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units（cut off 50 kDa）、Merk Millipore) を用いて濃縮

後、実験に使用するまで-20℃に保存した。 

 

2.2.5 SDS-PAGE 及び Western blotting 

タンパク質抽出液を等倍量の２×SDS sample bufferと混合し、変性処理を行った。Stacking 

gel（4.5% アクリルアミド、125 mM Tris-HCl pH 6.8、0.1% SDS、0.1% APS、0.1％ TEMED）

及び running gel（10% アクリルアミド、250 mM Tris-HCl pH 8.8、0.1% SDS、0.1% APS、0.1％ 

TEMED）を用いて電気泳動し、各タンパク質を分離した。続いて、ポリアクリルアミドゲ

ルから PVDF メンブレンへタンパク質の転写を行った。転写は、transfer buffer（48 mM Tris、

39 mM glycine、20% methanol、1.3 mM SDS）に浸したろ紙にポリアクリルアミドゲル及び

メンブレンをはさみ、15V の電圧をかけて行った。転写後、メンブレンを blocking buffer（1%

スキムミルク/PBS-T）中で 1 時間振盪した。Diluent buffer（0.5％スキムミルク/PBS-T）で

10,000倍に希釈した抗 6×His-tag 抗体とメンブレンを密封し、室温で 1 時間反応させた。そ

の後、メンブレンを PBS-T で 10 分×3回洗浄し、diluent buffer で 100,000倍に希釈した HRP

標識抗ラビット IgG 抗体とメンブレンを密封し、室温で 1 時間反応させた。その後、メンブ

レンを PBS-T で 10 分×3 回洗浄し、ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagents (Cytiva) 

を用いて発光させ、Lumino Graph Ⅱ（ATTO）により撮影した。 
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2.2.6 等温滴定型熱量計（ITC）による結合熱量変化の測定 

G2P buffer へのバッファー交換を行うため、濃縮 YdgR タンパク質を透析膜 (MWCO 50 

kDa、Spectra/Por 7、REPLIGEN) の内側に入れて一晩透析した（16 時間以上、4℃）。サンプ

ルに対しておよそ 50 倍量の buffer で透析し、透析を開始してからおよそ 2 時間後に新しい

buffer への入れ替えを行った。 

熱量測定は、MicroCal iTC
200 

System (Malvern Panalytical)を用いて行った。すべての測定は、

温度 25 ℃で実施した。測定サンプルのタンパク質及びジペプチドは、測定前にフィルター

ろ過（0.22 µm）と脱気を行った。それぞれの実験において、YdgR  (8～21 μM) が充填され

たサンプルセルにジペプチド (0.6～5 mM) を 19回滴定した。初回は 1 μL 滴定し、その後

は 150 sec 間隔で 2 μL ずつ滴定した。各滴定による熱量変化を算出し、リガンド/サンプル

モル比に対してプロットした。ORIGIN 7 ソフトウェア (Origin Lab) を用いて One Set of 

Sites モデルで結合部位数 1 と仮定してフィッティングを行い、エンタルピー変化 (ΔH) 及

び結合定数 (Ka) を算出した。タンパク定量は BCA protein assay kit (Thermo SCIENTIFIC)を

用いて行った。操作は付属のプロトコルに従い、分光光度計で波長 562 nmにおける吸光度

を測定した。 

 

2.2.7 計算化学的手法による YdgR における基質分子と水分子の配置予測 

 pH 6.5での YdgR の結晶構造 (PDB code、6GS1、resolution 3.29 Å)とジペプチドとのド

ッキングシミュレーションを行った。ドッキングシミュレーションには AutoDock446を用い

た。結晶構造から全てのheteroatomと結晶化するために用いられたnanobodyを除いたあと、

UCSF Chimera47を用いて水素原子を付加させた。YdgR with valganciclovir（pH 9.0、PDB code 

6GS4、resolution 2.65 Å）の構造をもとに valganciclovir 分子の中心をグリッド中心とし、グ

リッドサイズ 40 x 40 x 40 points (spacing 0.375 Å)として、genetic algorithm により、配座探索

を行った。Genetic algorithm の試行回数は、100、maximum No. generation は 270000 として、
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Lamarckian GA4.2でドッキングシミュレーションを行った。統計力学的手法による 3D-RISM

理論に基づいて水分子の配置を予測した。水分子の確率密度分布計算は、統合計算化学プラ

ットフォームである MOE（Molecular Operating Environment、Chemical Computing Group、 

Montreal、Canada）48を用いた。ジペプチドドッキング YdgR 構造を鋳型とし、”Protonate 3D” 

モジュールで 300 K、 pH 6.0、Salt 0 の条件で水素原子を付加した。水素原子付加構造に対

し、”Solvent Analysis” モジュールでリガンドから 10 Å 以内の空間に対し、計算精度を”Tight”

に設定して水分子の確率密度分布を計算した。 
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第 3 章 結果および考察 
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3.1 CHO/hPEPT1 を用いた pH 依存性輸送活性調節機構の解明 45  

3.1.1 緒言 

 hPEPT1 の基質の uptake は細胞外 pH 依存性であり、大部分の中性基質の pH profile は

pH 5.5～6.0を最大とするベル型を示す 8, 11, 34, 49, 50。当研究室では、uptakeのベル型を示す細

胞外 pH 依存性は駆動力の変化に加えて、hPEPT1 の有するある 1 つのアミノ酸残基側鎖の

解離状態の変化によって説明されることを明らかにした（図 1.2.2）42。ヒスチジン修飾試薬 

DEPC を用いた hPEPT1 の有するヒスチジン残基の化学修飾により、輸送制御に関与するア

ミノ酸残基は細胞外側の基質認識部位近傍に位置するヒスチジン残基であることが予想さ

れた 42。 

 hPEPT1 は基質をプロトンとの共輸送により細胞内に取込む（uptake）だけでなく、細

胞内から細胞外へ基質を放出（efflux）することも可能な bi-directional な輸送担体である（図

1.2.1）19, 20, 35, 51 。以前、当研究室では Whole-cell Patch Clamp（WPC）法を用いて hPEPT1

による基質輸送電流を測定し、hPEPT1 による中性ジペプチドの uptakeと efflux は、いずれ

もプロトンとの共輸送であることを明らかにした 51。このように hPEPT1 による基質の bi-

directional な輸送は同一の輸送機構を介していることが考えられることから、この制御機構

は effluxの細胞外 pH 依存性においても関与している可能性がある。Effluxは uptakeと異な

り、プロトン結合部位及び基質認識部位が新たに明らかとなった pH 依存性の輸送活性調節

部位と反対側にあることより、これらの部位のプロトン化の影響を排除した状態での明瞭

な解析が可能である。そこで、efflux の細胞外 pH 依存性について検討を行ったので、以下

に述べる。 
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3.1.2 hPEPT1 による efflux輸送 

efflux の速度論的解析および trans-stimulation 効果について検討した。 [3H]-Gly-Sar を細

胞内に pre-load した後、無限希釈法により、pre-load した[3H]-Gly-Sar の CHO/hPEPT1 から

の effluxを測定した。 [3H]-Gly-Sar 細胞内残存量の経時変化は one-exponential でよく記述さ

れる結果となった（図 3.1.1 A）。また、efflux測定時に細胞外へ各試薬を添加すると、hPEPT1

の基質である Gly-Sar、cephradine、cephalexin、Val-OMe では、[3H]-Gly-Sar の efflux rate が

増大する trans-stimulation 効果が観察された（図 3.1.1 B）。一方で、hPEPT1 の基質ではない

glycine、valine では、このような trans-stimulation 効果は観察されなかった。したがって、こ

の effluxが hPEPT1 を介した輸送過程を反映していることが明らかとなった。 
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図 3.1.1 hPEPT1 による efflux の速度論的解析  

CHO/hPEPT1 に pre-load した[3H]-Gly-Sar の細胞内残存量の経時変化を測定した（A）。各試薬

を 5 mM 添加した際の efflux rate を算出し（B）に示した。（mean ± S.E.、n = 3 – 6、**p < 0.01 

(vs. control)、*p < 0.05 (vs. control)） 
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3.1.3 hPEPT1 による efflux 輸送の細胞外 pH依存性と pH 6付近に pKaを持つアミノ酸残

基の関与 

CHO/hPEPT1 における Gly-Sar の efflux の細胞外 pH 依存性を検討した。細胞外 pH 3.5か

ら pH 8.0 での efflux の測定結果を図 3.1.2 A に示した。effluxは細胞外 pH の低下とともにそ

の effluxも低下し、pH 4.0 以下では effluxはほぼ停止した。pH 3.5 において停止した efflux

は、pH 6.0にすることによって effluxが再開することが観察された（図 3.1.2 B）。このこと

から、低 pH 条件下における effluxの停止は細胞や蛋白質の不可逆的な障害によるものでは

ないことが考えられる。図 3.1.2 A から各細胞外 pH における efflux rate を算出し、細胞外

pH に対してプロットした結果が図 3.1.3である。efflux rateと細胞外 pH の関係は Henderson-

Hasselbälchの式（式 1、2.1.7）によくフィットし、pKa は 5.74 ± 0.04 (± S.D.)と算出された。

基質として用いている Gly-Sar のアミノ基とカルボキシル基の pKa はそれぞれ 8.5 と 2.8 で

あり 52、efflux activity の細胞外 pH 依存性がみられた pH 4.0 から pH 7.5 の間ではそのほと

んどが電荷的に zwitter イオンの状態で存在していると想定される。一方、細胞外 pH の低

下は外向きプロトン濃度勾配の減少をもたらすことより、低 pH 条件下における efflux の停

止がプロトン駆動力の減少による可能性が考えられる。そこで、プロトンと K+イオンのイ

オノフォアである nigericin、プロトンと Na+イオンのイオノフォアである monensin を同時

に添加することによって、細胞内外の膜電位を保持しつつプロトン濃度勾配を消去した条

件下 53 54、すなわち駆動力が一定となる条件下において Gly-Sar efflux activity の細胞外 pH

依存性を測定した。その結果はプロトン濃度勾配存在下とほとんど変わらず、Henderson-

Hasselbälch の式（式 1、2.1.7）によるフィッティングでは pKa が 5.41±0.16（mean±S.D.）

と算出された（図 3.1.4）。この pH profile は CCCP を添加することによって、細胞内外の pH

勾配に加えて膜電位も消去した条件下においても不変であり、その pKaは 5.60±0.13（mean

±S.D.）と同程度であった。これらのことから、efflux はプロトンの電気化学ポテンシャル
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を駆動力とはせず、基質の化学ポテンシャルに従って発生し、細胞外 pH に依存したある 1

つのアミノ酸残基側鎖の解離状態の変化によって制御されるものであることが示唆された。

算出された pKa の値より、このアミノ酸残基は uptake と同じくヒスチジンであることが推

察された。 
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図 3.1.2 hPEPT1による Gly-Sar effluxの細胞外 pH依存性 

CHO/hPEPT1 に pre-load した[3H]-Gly-Sar の細胞内残存量の経時変化を各 pH において測

定した（A）。（mean±S.E.、n = 3～6）CHO/hPEPT1 を低 pH 条件に曝し、Gly-Sar の efflux に

与える影響を検討した。pH を 6.0 にした時点から efflux が観察された（B）。（mean±S.E.、

n = 3） 
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図 3.1.3 hPEPT1による Gly-Sar efflux rateの細胞外 pH依存性 

図 3.1.2 A の各細胞外 pH における efflux rate を算出し、細胞外 pH に対してプロットし

た。 
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図 3.1.4 プロトン駆動力非存在下での hPEPT1 による Gly-Sar efflux rateの細胞外 pH依存

性 

10 µM nigericin、monensin 添加時及び 40 µM CCCP 添加時の CHO/hPEPT1 における [3H]-

Gly-Sar の efflux rate を測定した。短破線は図 3.1.2 の control、点線及び長破線はそれぞれ

nigericin/monensin 添加時と CCCP 添加時である。（mean±S.E.、n = 3-6） 
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3.1.4 ヒスチジン残基の化学修飾が effluxに与える影響 

CHO/hPEPT1 における efflux activity の pH profile は、Henderson-Hasselbälchの式によくフ

ィットし、pKa がおよそ 6 であることからヒスチジン残基のプロトン化状態を反映してい

ると考えられた。ヒスチジン側鎖であるイミダゾール環は pH 5.5～7.4 の範囲に pKaを持つ

ことより 55, 56、得られた efflux activity の pH profileは特にイミダゾール環のプロトン化状態

を反映していることが推察される。そこで、ヒスチジン修飾試薬 DEPC を用いて hPEPT1の

有するヒスチジン残基を化学修飾することにより 9, 18, 42, 57、hPEPT1 による Gly-Sar の efflux

におけるヒスチジン残基の役割について検討した。図 3.1.5 に示したように、hPEPT1 によ

る基質の efflux activity は DEPC で処理することによって強く減弱した。しかし、DEPC 処理

時に 10 mM Gly-Sar を共存させることによって efflux activity は保存された。このことは、

hPEPT1 の有する DEPC 感受性のヒスチジン残基が efflux に関与していることを示し、更に

hPEPT1と基質の結合によって化学修飾から保護されたことからこのヒスチジン残基は細胞

外側の基質認識部位近傍に位置することが予想された。 
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図 3.1.5 DEPC によるヒスチジン残基の化学修飾が hPEPT1 による Gly-Sar efflux に与える

影響 

CHO/hPEPT1 に[3H]-Gly-Sar を pre-load した後、10ｍM Gly-Sar 存在下あるいは非存在下、

pH 6、4℃において 10 min、1 mM DEPC で処理することにより化学修飾を行った。pH 7.4、

37℃において efflux を測定し、A は pre-load した[3H]-Gly-Sar の細胞内残存量の経時変化、

B はその際の efflux rateを示す。（mean±S.E.、n = 6） 
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3.1.5 小括 

以上より、hPEPT1 を介した基質の efflux は基質の化学ポテンシャルに従う促進拡散であ

り、その細胞外 pH 依存性はあるヒスチジン残基側鎖の解離状態の変化によるものであるこ

とが明らかとなった。また、DEPC を用いた hPEPT1 の有するヒスチジン残基の化学修飾に

よって、このヒスチジン残基は細胞外側の基質認識部位の近傍に位置することが推測され

た。hPEPT1 の細胞外側に位置するヒスチジン残基の中で、第 2 番目の推定膜貫通領域に存

在する His57 はプロトンの結合・解離に関与するアミノ酸残基 57-61、第 4番目の推定膜貫通

領域に存在する His121 は基質認識に関与するアミノ酸残基 57, 59, 61であることがそれぞれ明

らかとなっている。efflux 過程において基質は細胞内側で認識されるため、このヒスチジン

残基は基質認識に関与しないことが推察される。このことより pH 依存的な輸送活性調節を

おこなうアミノ酸残基は His57である可能性が高く、His57残基側鎖の解離状態に依存した

輸送サイクルからの逸脱という機構が存在することが示唆された。 

基質輸送後に輸送体が自身の基質認識部位の向きを初期状態に戻す速度（再配向速度）に

ついて、基質が負荷された状態の輸送体の方が空の状態の輸送体よりも速いことが経験的

に分かっている。このことは trans-stimulation 現象によって説明され 18, 19, 62、膜ベシクルあ

るいは細胞に基質を負荷した後、さらにその反対側から別の基質を添加すると輸送体を介

してそれぞれの基質の uptake あるいは efflux が促進されるというものである。CHO/hPEPT1

における[3H]-Gly-Sar の efflux rate は過剰量の Gly-Sar の添加によって増大した（図 3.1.1）。

これは過剰量のGly-Sarの添加によって輸送体の外向き状態から内向き状態へのコンホメー

ション変化が促進され、efflux 可能な内向き状態の輸送体数が増加したことによるものであ

ると考えられる。このことから、輸送体の再配向は輸送サイクルおける律速段階であり、再

配向速度が輸送体の全輸送活性を決定していることが示唆された。したがって、細胞外 pH

の低下による efflux activity の低下はある 1 つのヒスチジン残基のプロトン化によって輸送
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体の再配向速度が低下し、efflux可能な状態にある輸送体数が減少したことによって起こっ

たと考えられ、図 3.1.6 に示したモデルのようにある 1 つのヒスチジン残基は輸送サイクル

の活性化状態と不活性化状態を決める pH sensor として機能していることが推察された。

Efflux activity はプロトンの電気化学ポテンシャルを消去した条件下においても不変であっ

たが（図 3.1.4）、電気生理学的測定法を用いた基質輸送解析により基質の efflux に伴うプロ

トンの移動が報告されている 51。このプロトンの移動が efflux 過程においてどのような影響

を与えているかは今後も詳細な検討が必要である。 

 

 

図 3.1.6 hPEPT1を介した中性ジペプチドの efflux が細胞外 pH依存性を示すメカニズム 

Uptake と同様に efflux においても hPEPT1 の細胞外側の基質認識部位近傍にあるヒスチ

ジン残基（DEPC sensitive residue）が pH sensor としてはたらき、その解離状態が細胞外 pH

に依存して変化することで、基質輸送可能な active form と輸送停止状態の inactive form を

とる。 
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3.2 YdgR タンパク質の基質認識機構の熱力学的解明 75 

3.2.1 緒言 

ヒト由来 PEPT の基質認識機構の解明は極めて難しい領域となっている。その原因とし

て、ヒト由来 PEPT の結晶構造が解かれていない点と大量発現系が確立されていない点が挙

げられる。近年 Shewenella oneidensis 由来のオリゴペプチド輸送担体 PepTSo
39, 78をはじめと

してバクテリアオリゴペプチド輸送担体の結晶構造が明らかとなってきている 44, 63-65, 72, 73, 

76, 79-86。バクテリアオリゴペプチド輸送担体はヒト由来 PEPT と機能的にも構造的にも類似

していることが明らかとなっていることから 41、ヒト由来 PEPT のモデル輸送担体として基

質認識機構の解明に有用であると考えられている。YdgR は、Salmonella typhimurium 菌由来

tppB の大腸菌ホモログとして同定され、hPEPT1 と類似の動態学的特性を示すことが分かっ

ている 43。本研究では当研究室で大量発現系の確立されている大腸菌由来のYdgRをhPEPT1

のモデル輸送担体として物理化学的手法により、基質認識に関与する物理化学的因子を同

定した。YdgR と基質間に働く非共有結合相互作用を定量的に検討するため、本研究では等

温滴定型熱量計（ITC）を用いて熱力学的な結合解析を行った。ITC はリガンドの標識や固

定化を必要せず、天然に近い環境下で熱力学的パラメータ（化学量論比（N）、結合定数（Ka）、

エンタルピー変化（Δ H）、エントロピー変化（Δ S））を求めることができる。測定には高濃

度あるいは多量の試料を要するため ITC は高親和性の結合反応系のみに有用であると考え

られてきたが、Turnbull らにより低親和性の結合反応系においても精度良く解析できる条件

が確立されている 66。ITC を用いて YdgR とジペプチドとの結合による熱量変化を測定し、

熱力学的パラメータを算出した。基質には、Val-Xxx、Xxx-Val 配列をもつジペプチドを用い

た（Xxx は Ala、Ser、Phe、Tyr、Val を示す）。さらに、YdgR の結晶構造を用いたドッキン

グシミュレーションにより、ジペプチド及びペプチド類似薬物の結合型構造並びにジペプ
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チド結合部位の水分子配置を予測した。それにより基質認識の多様性メカニズムの一つと

して基質結合における水和水のダイナミックな変化が明らかになった。 

 

3.2.2 等温滴定型熱量計（ITC）を用いた基質ジペプチド Val-Alaと YdgR との結合に伴う

熱量変化の測定             

pET システム (Novagen) を用いて大腸菌 BL21 (DE3) 株に YdgR タンパク質を大量発現

させた (～2 mg/L 培養液) 。細胞膜画分を n-dodecyl-β-D-maltopyranosideで可溶化後、Ni ア

フィニティーカラムにより YdgR を精製した。SDS-PAGE CBB 染色（図 3.2.1 A）及び Western 

blotting（図 3.2.1 B）にて、35～40 kDa付近に強いバンドが検出されたことより YdgR タン

パク質が精製できていることを確認できた。 

等温滴定型熱量計 (ITC (MicroCal)）によりジペプチド結合に伴う熱量変化を測定した。

図 3.2.2 に示すように、Val-Ala と YdgR との結合に伴う熱量変化は吸熱変化を示した。この

基質結合に伴う結合熱量変化を one-site binding model にて解析を行い、N = 1 と仮定して結

合定数（Ka）、エンタルピー変化（ΔH）、エントロピー変化（ΔS）を算出した結果、ΔH > 

0、ΔS > 0 であったことからエントロピー駆動型の結合反応であることが示された。Sleiら

は、ITC を用いることにより、オリゴペプチド結合タンパク質（OppA）が基質結合の際の

基質結合部位における水和水分子の放出によって多様な基質認識性を獲得し、その水和水

の放出はエントロピーの増大を伴うことを明らかにした 67, 68。OppA は、オリゴペプチド輸

送担体（Opp）のペプチド受容体として機能し、幅広い種類のオリゴペプチドを認識する 69。

基質特異性の高い輸送担体における基質結合は主に水素結合やイオン結合が関与し、その

結合熱量変化は発熱変化であることから 70、この点が YdgR の基質認識における多様性の機

構の 1つではないかと推察された。   
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図 3.2.1 YdgR の精製 

A は精製各過程のサンプル 7.0 µg を 10 % SDS-PAGE にかけ、CBB 染色した結果、B は溶

出画分のWestern blotting（左から 10，20，40，60 ng/well)を示す。 
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図 3.2.2 YdgR への Val-Ala結合の ITC 解析結果 

上段は YdgR への Val-Ala結合に伴う熱量変化。下段は基質がバッファーに滴定された際

の希釈熱量を差し引いた YdgR と Val-Ala との滴定毎の積算熱量を、Val-Alaと YdgR のモル

比に対してプロットしたものであり、実線は YdgR と基質が 1:1の結合であると仮定したと

きの回帰曲線を示す。挿入図は算出した熱力学的パラメータを示す。 

 

 

  

 

N   1.00 Sites 

Ka   4.62 mM-1 

ΔH  6.44 kcal/mol 

ΔS  38.3 cal/mol/K 
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3.2.3 基質結合に伴う YdgR の熱力学的変化 

基質多様性の熱力学的機構を解明するために、様々な Val-Xxx、Xxx-Val ジペプチドを用

いて、YdgR との結合に伴う熱量変化を測定した。その結果、Phe-Val を除き、すべてのジペ

プチドが吸熱反応を示した。そのペプチドの配列の違いにより熱量変化の大きさは異なる

が、Δ H、Δ S は共に正の値を示した（表 3.2.1）。このことから、YdgR とジペプチドとの結

合反応は、エントロピー駆動型の結合反応であることが考えられ、主に水和水の放出を伴う

疎水性相互作用によって駆動することが推察された。Δ G は Δ H の値によらず一定であった

が、Δ H と Δ S との間には強い正の相関が見られた（図 3.2.3）。これは数多くの反応系や平

衡系においてみられるエンタルピー・エントロピー補償則であると考えられ、y 切片は脱溶

媒和エントロピーを示す 71。y 切片は 5.44 kcal/mol と算出され、Δ G（−6.3～−4.7 kcal/mol）

と大差ないことより、YdgR とジペプチドとの結合は大部分が脱溶媒和によるものであるこ

とが分かった。すなわち、この基質結合に伴う大きな正のエントロピーは、YdgR への基質

結合の際の基質結合部位に存在する水和水の放出が大きく寄与すると考えられる。ただし、

Δ Sには他にもタンパク質のダイナミックな構造変化に伴ったアミノ酸残基の自由度の変化、

基質結合部位における水和水の変化等様々な要因が考えられた。 
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表 3.2.1 YdgR と Val-Xxx、Xxx-Valジペプチドとの結合熱力学パラメータ 

熱力学的パラメータは、等温滴定曲線から YdgR とリガンドが 1:1で結合すると仮定して 

one-site binding model により算出した。結合熱量変化の見られなかった Phe-Val は熱力学的

パラメータを算出できなかったため除外している。(mean±S.E.、n = 3-7) 
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B  

 

 

図 3.2.3 熱力学的パラメータの相関 

A は Δ H と T Δ Sの相関、B は Δ H と Δ G の相関を示す。直線回帰により B の傾きは 0.97、

切片は 5.44 kcal mol-1と求まった。 

 

3.2.4 YdgR の基質認識ポケットに存在する水和水の基質認識機構への関与 

エントロピー駆動型基質認識における水和水の役割を解明するため、ITC の測定条件に近

い pH 6.5 の YdgR の結晶構造 44を用いて基質結合型構造と基質結合部位における水分子配

置をコンピューターシミュレーションにより予測した。YdgR はジペプチド結合型結晶構造

が解かれておらず、また、結晶構造の分解能が低く水分子がほとんど見えていないことから、

Streptococcus thermophilus 由来のオリゴペプチド輸送担体 PepTSt
 72の結晶構造を手掛かりに

予測を行った。PepTStと YdgR の基質結合ポケットについて、図 3.2.4 の結晶構造の比較で

示したように、サイズは異なるが、基質結合部位のアミノ酸配列相同性が高い（表 3.2.2）。

したがって、PepTStと YdgR のジペプチド結合様式は類似していることが推察される。 

A 
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図 3.2.5 と図 3.2.6 は、明らかとなっている PepTStのジペプチド結合型構造 72と基質結合

部位における水分子の配置 72 をコンピューターシミュレーションにより再現できるかを確

認したものある。図 3.2.5 に示すように Ala-Leu の docking 計算構造は結晶構造とほぼ一致

していたことから、十分な精度をもってシミュレーションできていることが確認された。図

3.2.6 では Phe 側鎖およびカルボキシ基と水素結合する水分子がほぼ全て予測できているこ

とが示された一方で、バルク側の水分子や cavity 表面に位置する水素結合していない水分

子の予測精度が低かった。これらの水分子はエネルギー的に不安定で位置が固定されてい

ないため結晶構造では検出できていないことが考えられる。したがって、結合ポケットにお

ける 3D-RISM理論による水分子配置予測の精度は十分であり、本計算による水分子配置予

測結果は、妥当であると考えられる。 

図 3.2.7 の YdgR の基質結合部位における水分子の予測結果より、基質結合に伴い排除さ

れる水分子と基質結合部位のアミノ酸残基と水素結合を形成して基質の結合を媒介するア

ダプター水分子の存在が示唆された。Gly-Sar、セファドロキシル、バラシクロビルは、Phe-

Val と同様に結合に伴う熱量変化が少なかった。図 3.2.8 の基質結合型構造の予測より、結

合熱量変化の少なかったPhe-Valやセファドロキシルは吸熱変化の見られた基質とは全く異

なる位置に結合することが考えられ、基質が多岐にわたる部位に結合することが示唆され

た。以上の結果から、排除水分子は結合に伴うエントロピーの増大、すなわち基質結合駆動

力に寄与し、アダプターとして機能する水分子は基質結合部位の多様性をもたらしている

ことが考えられる。また、N 末側鎖と比較して C 末側鎖はバルク側を向いて結合する傾向

が見られたことより、結合の際の基質の自由度の違いも ΔS に影響を及ぼすことが考えられ

た。 
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図 3.2.4 YdgR と PepTStの基質結合部位 

A は YdgR と PepTSt、それぞれの Ala-Leu docking 計算構造を重ね合わせたものであり、

YdgR は緑色、PepTStはシアン色で示す。Stick は docking した Ala-Leu を示し、緑色が YdgR、

シアン色が PepTStへ docking した Ala-Leu である。なお、PepTStの Ala-Leu docking 計算構造

は PepTSt Ala-Leu 結合型構造（結晶構造）から Ala-Leu を除去した構造に Ala-Leu を docking

したものである。B は YdgR の基質結合部位であり、黄色 stick は dockingした Ala-Leu を示

す。C は PepTStの基質結合部位であり、橙色 stickは PepTSt Ala-Leu 結合型構造（結晶構造）

の Ala-Leu を示す。YdgR の Ala-Leu docking計算構造、PepTStの Ala-Leu 結合型構造（結晶

構造）から同定したそれぞれの基質結合部位をすでに明らかとなっている PepTSt
77と PepTSo2
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A B 

（Shewanella oneidensis 由来オリゴペプチド輸送担体）76 のトリペプチド結合部位を参考に

３つのポケットに分けた（pocket 1、緑色；pocket 2、黄色；pocket 3、ピンク色）。 

 

 

表 3.2.2 YdgR と PepTStの基質結合部位のアミノ酸配列相同性 

Figure 3.2.4 の Ala-Leu 結合型構造（結晶構造）及び Ala-Leu docking計算構造により同定

された３つの基質結合ポケット（pocket 1、pocket 2、pocket 3）において、YdgR と PepTSt、

それぞれの基質結合ポケットを構成するアミノ酸残基を比較した。両者間で同一のアミノ

酸残基は赤字で示し、アミノ酸側鎖の物理化学的性質が同じアミノ酸残基は色付けした（酸

性アミノ酸、橙色；塩基性アミノ酸、青色；非荷電極性アミノ酸、緑色；非極性アミノ酸、

灰色）。 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.2.5 PepTSt Ala-Leu 結合型構造の予測（結晶構造との比較） 

A は YdgR Ala-Leu docking 計算構造、B は PepTSt docking 計算構造を示す。B は PepTSt Ala-

Leu 結合型構造から Ala-Leu を除去した構造に Ala-Leu を docking したものである。点線で
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囲った図は、Ala-Leu の結晶構造（黄色 stick）と docking 計算構造（緑色 stick）との比較で

ある。基質結合部位のアミノ酸残基のうち Ala-Leu と水素結合を形成するアミノ酸残基をシ

アン色 stick で示し、それぞれのアミノ酸のラベルを３文字表記で表示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.2.6 PepTSt基質結合部位の水分子予測（結晶構造との比較） 

A は基質非結合型構造の水分子予測配置、B は Phe-Ala 結合型構造水分子予測配置を示

す。PepTStに結合した Phe-Ala は緑色 stick、結晶構造の水分子は赤色 sphere、3D-RISMによ

B 

A 
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り予測した水分子は黄色 sphere で示す。Cavity 上部の水分子は、ほぼ全て予測できている。

一部、結晶構造で検出されていない水分子が存在しているが、これらの多くはバルクに接し

ているまたは cavity 表面に位置する水素結合していない水分子である。 

 

 

図 3.2.7 基質結合に伴う YdgR 基質結合部位における水分子の変動予測 

A は基質非結合型構造における水分子（薄い青色 sphere と青色 sphere）の予測配置であ

り、２個の水分子（青色 sphere)が Ala-Val 結合に伴い排除された。B は遊離の Ala-Val 結

合水分子（黄色 sphere と赤色 sphere)の予測配置であり、１個の水分子（赤色 sphere）は

YdgR への結合後も排除されずに Ala-Val に保持されたままであった。C は Ala-Val 結合型

構造における水分子（ピンク色 sphereと赤色 sphere)の予測配置であり、１個の水分子（ピ
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ンク色 sphere）は結合に伴い新たに出現した水分子を示す。D は水の密度分布であり、青色

solid は A、黄色 mesh は B、赤色 mesh は C の構造における水分子の確率密度を示す。また、

排除されると予想された２個の水分子の溶媒和自由エネルギー（ΔG）が正の場合は赤色、

負の場合は緑色に色分けした。ΔG が負の場合は基質が結合していない時に安定して存在

している水分子であることを示し、排除されるのに大きなエネルギーを要する。排除するた

めには、大きなエネルギー損失を補うエネルギー利得が必要となり、ジペプチドのカルボキ

シ基と Arg34 との水素結合がそのエネルギー損失を補っていると考えられる。一方、ΔG が

正の場合は、疎水性相互作用により排除されやすい水分子と考えられる。 

 

 

 



50 

 

 

 

図 3.2.8 YdgR 基質結合部位における吸熱変化の見られた基質と結合熱量変化の少ない基質

の結合位置の比較 

A は吸熱変化の見られた基質（Phe-Val を除く Val-Xxx、Xxx-Valジペプチド）のドッキン

グ構造（左側、細胞質側から見た基質結合部位；右側、膜に対して平行に見た基質結合部位）、

B は結合熱量変化の少ない基質（Phe-Val、Gly-Sar、セファドロキシル、バラシクロビル）の

ドッキング構造（細胞質側から見た基質結合部位）、C はバラシクロビルドッキング構造 
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(膜に対して平行に見た基質結合部位）を示す。リガンドは stick で示し、色分けは次の通り。

吸熱変化の見られた基質（A）：Val-Ala、サーモン色；Val-Phe、シルバー色；Val-Ser、スレ

ートブルー色；Val-Tyr、橙色；Val-Val、薄緑色；Ala-Val、シアン色；Ser-Val、マゼンタ色；

Tyr-Val、黄色。結合熱量変化の少ない基質（B・C）：セファドロキシル、シアン色； Phe-

Val、ピンク色； Gly-Sar、黄色；バラシクロビル、シルバー色。 

 

3.2.5 小括 
ITC を用いた熱力学的結合解析により、YdgR とジペプチドとの結合熱量変化は吸熱変化

であり、その結合反応はエントロピー駆動型であることが明らかとなった。また、基質結合

に伴って排除される水分子と基質結合部位に保持されたままの水分子が存在することが示

唆され、前者は結合駆動力、後者は基質結合を媒介するアダプターとして機能することが推

察された。後者に関しては YdgR の基質結合が多岐に渡る要因となっており、その存在によ

り多様な結合様式を可能にしていることが考えられる。これらのことから基質結合部位に

存在する水和水は、YdgR の多彩な基質認識を可能にする物理化学的因子であることが示唆

された。 
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第 4 章 総括 
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4.1 結論 

輸送サイクルにおける重要な因子、pH 依存的輸送活性調節因子と基質認識における重要

な物理化学的因子について検討を行った結果、以下のことが明らかとなった。 

・hPEPT1 を介した基質の efflux は uptake と同様に細胞外 pH に依存した His57 残基側鎖の

解離状態の変化によって制御されることが示唆された。 

・YdgR 基質結合部位に水和した水分子は基質結合駆動力あるいは基質結合を媒介するアダ

プターとして基質認識に多様性をもたらすことが示唆された。 

 

4.2 展望 

本研究では、pH 依存性オリゴペプチド輸送担体の輸送機構と基質認識機構の両者におい

て重要な因子を同定した。 

輸送機構については hPEPT1 安定大量発現細胞 CHO/hPEPT1 を用い、hPEPT1 を介した

Gly-Sar の efflux が uptake 同様に細胞外ヒスチジン残基側鎖の解離状態によって pH 依存的

に制御されることが明らかとなった。hPEPT1 と構造的にも機能的にも類似していることが

明らかとなっている PepTSoにおいて、His 57と等価なアミノ酸残基である His 61 を Aspへ

変異させた場合、最大輸送活性をとなる pH がより酸性側へシフトしたとの報告があり 73、

His 61 がプロトンの結合・解離部位として機能し、pH 依存的に輸送活性を制御しているこ

とが考えられる。hPEPT1 の基質輸送可能な active form と inactive formを決定するヒスチジ

ン残基は His57であると予想されるが、His57に変異を加えて機能を解析することができな

いため、今後は周辺残基との相互作用の変化も含めその詳細を検討していく必要がある。ま

た、hPEPT1 の基質輸送機構を解析するにあたって、電荷的に中性な基質である Gly-Sar を

用いたが、負の電荷を持つ基質では pH profile が酸性側に、正の電荷を持つ基質では pH 

profile がアルカリ性側にシフトすることが報告されており 32、この電荷を持つ基質の pH 
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profile のシフトも His 57 残基が引き起こしている可能性が考えられる。このことに関して

は、hPEPT1 の基質輸送サイクルを解明する次のステップとして、様々な電荷を持つ基質の

輸送の細胞外 pH 依存性を解析することで検討していく。 

続いて、基質認識機構については hPEPT1モデル輸送担体である大腸菌由来の YdgR を用

い、YdgR とジペプチドとの結合反応がエントロピー駆動型であること、結合に伴うエント

ロピーの増大は基質結合の際に排除される水分子に起因することを明らかにした。また、基

質結合を媒介するアダプターとしての役目を果たす水分子の存在が示唆され、YdgR の基質

結合が多岐に渡る要因となっていることも考えられた。POTs は、ペプチド側鎖の結合部位

のアミノ酸残基はペプチド主鎖の結合部位と比較して保存性が低いにもかかわらず、ほぼ

すべてのジペプチド、トリペプチドを認識する寛容な基質認識性を持つ。Molledo らは、

PepTSt のジペプチド結合型結晶構造から基質結合部位の水分子が特にペプチド側鎖の認識

に重要な役割を果たすことを明らかにした 72。YdgR の結晶構造には水分子がほとんど見ら

れていないが、PepTStと同様に基質結合部位に存在する水和水が YdgR の多彩な基質認識を

可能にしていると考えられる。本研究においては pH 6 の酸性条件下にて結合解析を行い、

基質結合の際の排除水分子がジペプチドの主な結合駆動力となることが明らかとなったが、

今後は pH を変化させた場合においても同様の検証を行い、基質認識における水分子の役割

についてさらに詳細に検討する。 
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